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(54) Titre: PROCEDE D* AMPLIFICATION D'ACIDES NUCLEIQUES EN PHASE SOLIDE ET TROUSSE DE REACTIFS UTILE 
POUR LA MISE EN CEUVRE DE CE PROCEDE 

(57) Abstract 

A solid-phase nucleic acid amplification method using a primer inunobiltsed on a functionalised heat-resistant solid support, wherein 
said primer is immobilised on the solid suppon via a linking arm consisting of a polyfimctional molecule which forms a covalent bond 
between the solid suppon and a first functional group of said polyfunctional molecule, and between the 5' end of said primer and a second 
functional group of said polyfunctional molecule. 

(57) Abr^^ 

La pr6sente invention a pour objet un proc^6 d*amplification d'acides nucl^iques en phase solide dans lequel on utilise une amorce 
immobilise sur un support solide thermo-r6sistant fonctionnalis^. caract6ris£ en ce que ladite amorce est immobilis6e sur le sup|>ort solide 
par rinterm^iaire d'un bras de liaison consistant en une molecule polyfoncttonnelle ^tabiissant un lien covalent entre le support solide et un 
premier groupe fonctioimel de ladite molecule polyfonctionnelle. et entre I'extrdmitd 5* de ladite amorce et un deuxifeme groupe fonctionnel 
de ladite mol^ule polyforrctionnelle. 
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PROCEDE D'AMPUFICATION D'ACIDES NUCLEIQUES EN PHASE SOUDE ET 
TROUSSE DE REACTIFS UTILE POUR LA MISE EN OEUVRE DE CE PROCEDE 

La presente invention concerne un precede d'amplification 
5 d'acides nucl6iques en phase solide, ainsi qu'une trousse de reactifs utile 
pour la mise en oeuvre du proc^de. 

La presente invention a egalement pour objet un proc6de 
d'immobilisation d'une amorce sur phase solide. 

10 

L'amplification sur une phase solide consiste en Pelongation, au 
cours d'une reaction de PGR ou d'autres types d'amplifications, telle que 
LCR, SDA etc.. d'une amorce pr^alablement fixee a un support solide. Une 
telle technique permet d'obtenir un produit d'amplification dont un brin 
15 specifique est attache de fagon covalente a la phase solide, sans avoir 
recours a d'autres etapes que la PGR, Ceci permet d'effectuer la detection 
avant denaturation sur de I'ADN double brin, ou apr^s denaturation sur un 
brin specifique du produit d'amplification en enchainant PGR et detection 
sans changer de support. 

20 

Des m^thodes d'amplification d'acides nucl6iques en phase solide 
ont ete decriies dans WO 89/1 1546, AU 47144/89 et WO 93/09250. 

Ce type d'amplification sur support peut etre tres utile pour toutes 
25 les applications de diagnostic en biologie moleculaire, notamment pour la 
detection de cibles infectieuses ou de cibles genomiques. Gette technique 
permet de r^duire les temps de detection de meme que les risques 
d'erreurs, puisque Techantillon n'est pas transfer^ d'un puits a un autre 
mais que toute Texperience se passe sur le meme support. Par ailleurs, 
30 pour toutes les applications ne n^cessitant qu'un seul brin specifique 
d'ADN, comme le clonage ou le sequencage, cette technique peut permenre 
un v€e\ gain de temps et une grande facility d'utilisation evitant beaucoup 
d'^tapes interm^diaires. 



35 
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amorce participant k la PGR fixee par son extr^mite 5' au support 
solide doit faire partie du brin que Ton souhaite allonger sur le support 
solide. L'extremite 3' de Tamorce doit etre libre, non modifi6e et 
homologue a la cible pour permettre son extension par une polymerase. 

Toutefois, un inconvenient majeur de Tamplification en phase 
solide est le faible rendement de Telongation sur la phase solide. 

5 

Afin de diminuer les interactions st^riques support solide- 
^ligonucleotides et d'ameliorer Taccessibilit^ de la Taq polymerase h 
rhybride forme par Tamorce fixee et le produit d'amplification 
complementaire, un bras de liaison ou "linker" est place a Textr^mite 5' 
10 de Tamorce fixee. Ce bras de liaison est aussi appele "bras espaceur" car il 
sert a eloigner physiquement du support solide I'extremite 3' de Tamorce 
fixee pour ne pas gener la cooperation des differents r^actifs 
d'amplification avec Tamorce, 

15 On a decouvert, selon la presente invention, que Tun des 

parametres influengant le rendement d'61ongation, reside dans le mode de 
fixation de I'amorce sur le support solide. Les nucleotides de Tamorce eux- 
memes sont susceptibles d'etre impliques dans une fixation covalente avec 
le support dans les conditions de couplage utilisees entre le **linker" et le 

20 support solide, ce qui contribue au faible rendement d'elongation de 
Tamorce. Plus precisement, on a decouvert que plus que la taille du bras de 
liaison, c'est la reactivite ou la mutiplicite des sites potentiels de fixation 
du bras de liaison sur le support qui augmente le rendement d'elongation 
de ramorce. 

25 

La presente invention a pour objet un proc^de d'amplification 
d'acides nucleiques en phase solide dans lequel on utilise une amorce 
immobilis6e sur un support solide thermo-resistant fonctionnalise, 
caracteris6 en ce que ladite amorce est immobilis^e sur le support solide 
30 par rinterm^diaire d'un lien covalent entre le support solide et un groupe 
fonctionnel d'une molecule polyfonctionnelle, ladite molecule etant elle- 
m6me liee k I'extremit^ 5' de ladite amorce. 
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Plus precis6ment ladite amorce est immobilis6e sur le support solide 
par rintermediaire d'un bras de liaison (ou "linker") consistant en un 
reste de ladite molecule polyfonctionnelle intercale entre le support solide 
et rextremit^ 5' de I'amorce et etablissant un lien covalent entre un 
5 groupe fonctionnel du support solide et un premier groupe fonctionnel de 
ladite molecule polyfonctionnelle, d'une part, et entre re?ctr6mit6 5' de 
Tamorce et un deuxieme groupe fonctionnel de ladite molecule 
polyfonctionnelle d'autre part. 

10 En augmentant le nombre de groupes fonctionnels dans le bras de 

liaison on augmente le rendement d'elongation. On pense que cela est du 
au fait que Ton augmente ainsi la probability que la fixation sur le support 
solide se fasse par I'intermediaire du bras de liaison, c'est-a-dire sans que 
Tamorce proprement dite, soit elle-meme impliqu6e. 

15 

On entend ici par groupe fonctionnel de ladite molecule 
polyfonctionnelle, un groupe susceptible d'etablir un lien covalent avec 
le support solide. On cite en particulier, comme groupes fonctionnels, les 
groupes amine, hydroxyl, carboxyl, aldehyde, thiol ou phosphate. 

20 

Lorsque le bras de liaison comporte un groupe tres reactif tel qu'un 
groupe phosphate terminal a son extremite non li6e a I'amorce, il n'est 
pas necessaire que la molecule polyfonctionnelle comporte un nombre 
61eve de groupes fonctionnels. Toutefois, de preference ladite molecule 
25 polyfonctionnelle comporte au moins cinq, de preference encore, au 
moins dix groupes fonctionnels. 

Dans un mode de realisation avantageux de Tinvention, ladite 
molecule polyfonctionnelle comprend un fragment polym^re. De 

30 preference chaque unite monomerique dudit fragment polymere 
comporte au moins un groupe fonctionnel. Dans ce cas Taugmentation de 
la taille du bras de liaison, c*est-a-dire du polymere, se traduit par 
I'augmentation du nombre de sites potentiels de fixation terminale de 
I'amorce et permet d'augmenter le rendement d^eiongation et ce, alors que 

35 le taux global de fixation de Tamorce sur le support solide reste constant. 
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De pr6f6rence le fragment polymfere rajout6 a I'extr^mite 5' de 
ladite amorce comporte plus de 5 monom^res de preference encore plus de 
10 monom^res, notamment jusqu'li 50 monomferes. 

5 Avantageusement ledit fragment polymere selon I'invention, 

comprend un fragment homopolynucleotidique ou un fragment d'un 
analogue de polynucleotides. 

On entend ici par "analogue de polynucleotides" un polymere dont 
10 les unites monomeriques sont relives par un lien phosphodiester 
semblable au lien phosphodiester des polynucleotides naturels. En d'autres 
termes, il s'agit d'un polymere dans lequel les restes nucl6osidiques des 
monomeres nucleotidiques sont remplac^s par des restes non 
nucleosidiques, notamment aUphatiques. On cite en particulier des 
15 fragments polymeres de formule (I) suivante : 

O 



(1) 



20 



25 




dans laquelle R est un reste aliphatique, notamment de 2 ^ 20 atomes de 
carbone, tel qu'un reste alkylfene, R comportant au moins un groupe 
fonctionnel selon I'invention et n est un entier notamment de 2 a 50. 



De preference le fragment polymere de type analogue de 
polynucleotides selon I'invention comporte plusieurs groupes reactifs 
greffes sur chaque monomere. en particulier des groupes amine ou 
hydroxyl, dans ce cas n peut etre plus particulierement compris entre 2 et 
30 10 seulement. 

Lorsque le bras de liaison consiste en un fragment 
homopolynucieotide, il comporte de preference plus de 5 nucleotides, de 
preference encore plus de 10 nucleotides notamment jusqu'i 50 
35 nucleotides. 
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5 



Les analogues de polynucleotides selon I'invention, peuvent etre 
obtenus par des m^ihodes de synthese similalres aux m^thodes de synthese 
d'ADN, notamment par synthase automatique sur support solide. En effet, 
ces fragments polymeres peuvent etre obtenus par condensation des 
5 synthons monom6riques adaptes aux procedes de synthese nucleotidique 
impliquant Tutilisation de synthons phosphoramidites, c'est-^-dire un 
synthon comportant de fagon classique deux groupes OH terminaux, 
proteges, l*un par un groupe Dim6thoxytrityl (Dmtr) et I'autre par un 
groupe phosphoramidite. Le fragment polym^re de type analogue de 
10 polynucleotide correspond alors a la condensation de synthons similaires 
aux synthons nucl6otidiques classiques dans lesquels le reste 
nucleosidique divalent en 5' et 3\ est remplace par un reste aliphaiique, 
notamment alkylene. 



15 Plus particulierement, pour obtenir les fragments de polymeres 

analogues de polynucleotides de formule (1), on peut utiliser des synthons 
phosphoramidites de formule : 



OBtCN 

20 Dmtr O - R - O - P ^ 

^N(iPr)2 



Ainsi lorsque le bras de liaison est un fragment polynucleotide ou 
analogue de polynucleotide, on peut avantageusement preparer 
25 direciement par synthese de type nucleotidique le bras de liaison ou 
Tamorce conjugee au bras de liaison, ledit conjugue etant ulterieurement 
couple au support solide selon Tinvention. 

Le fragment polymfere, notamment homopolynucieotide ou 
30 analogue de polynucleotides, peut etre un fragment ramifie, c'est-i-dire 
comportant plusieurs branches. Ce type de fragment peut 6tre obtenu en 
utilisant un monomere pouvant servir de base k la condensation avec 
plusieurs monomeres sur le meme synthon. On cite en particulier le 
synthon phosphoramidite suivant (Ref, 5250-1 de Clontech) : 



35 
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15 



20 



CNEt - O 



< 



.O-Dmtr 
O- Dmtr 



N(iPr)2 

5 qui peut servir dans le proc6d6 de synthese du type synthese automatique 
d^ADN et peut se condenser avec deux monomeres en parall^le. 

Avantageusement, ledit polymere et en particulier le fragment 
homopolynucl6otidique ou analogue de polynucleotide intercal6 entre le 
10 support solide et Tamorce comporte k son extr6mit6 qui n'est pas li^e a 
Tamorce, un groupe fonctionnel terminal reactif pouvant 6tablir un lien 
covalent avec le support solide. On cite en particulier comme dit groupe 
fonctionnel terminal reactif du fragment polymere, un groupe hydroxyl 
ou une amine et de preference encore un groupe phosphate. 



L'utilisation d'un groupement phosphate terminal est 
particulierement recommandee lorsque le bras de liaison est un poly-T. En 
Tabsence de groupe phosphate, un bras de liaison poly-A ou poly-C est 
plus efficace. 



Les m^thodes de synthese automatique d'ADN sur support solide 
permettent de phosphoryler chimiquement Textremit^ 5* terminale de 
quantites imponantes d'oligonucl6otides. On peut done par ces m6thodes 
preparer des bras de liaison de type homopolynucl6otides ou analogues de 
25 polynucleotides ou des conjugu6s de ces bras de liaison et de Tamorce, 
phosphoryles a Textremite 5* du bras de liaison. 

Selon Tinvention, le support solide est constitu^ de polym6re 
organique ou inorganique fonctionalise, 

30 

Selon la presente invention certaines caract6ristiques du support 
solide sont avantageuses pour pouvoir allonger une amorce 
oligonucieotidique fix6e k un support solide en un produit d' amplification. 
Tout d'abord, ce support solide doit etre thermo-resistant, c'est-a-dire 
35 capable de r^sister aux fortes temperatures d'une PGR (lOOX) et doit avoir 
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7 

une bonne conduction thermique. II doit 6tre fonctionalis^, c'est-i-dire 
comporter des fonctions chimiques, afin de permettre la fixation stable 
d*une amorce oligonucl6otidique sur le support solide. Cette liaison 
amorce-support solide doit 6tre ^galement r^sistante aux fortes 
5 temperatures. C'est pourquoi selon la presente invention, une liaison 
covalente est pr^feree. La Taq polymerase ou autre enzyme responsable de 
reiongation ne doit pas etre inhibee par des composants du support. Enfin, 
un tel support doit avoir des proprietes optiques permettant une detection 
colorim^trique ou fluorescente sans bruit de fond. Un support transparent 
10 est pr6fer6 car il permei Tutilisation de tous les types de lecteurs. 

On utilise done de preference des types de plastique qui possddent 
une grande resistance aux fortes temperatures. On cite en particulier les 
matieres plastiques, notamment a base de polystyrene modifie thermo- 
15 resistant, de copolymere styrerie-acrylonitrile, de polycarbonate, de 
polypropylene ou de verre. 

On peut utiliser des supports plastiques solides fonctionalises par 
traitement UV pour induire Tapparition de groupes fonctionnels NH2 (ref. 

20 1). Toutefois, selon la presente invention, le support solide peut etre un 
support polyfonctionalise c'est-a-dire comportant une multiplicite de 
groupes fonctionnels, notamment aldehyde, carboxyl, amine, hydroxyl ou 
thiol qui favorisent retablissement d'un lien covalent stable avec le bras 
de liaison consistant dans ladite molecule polyfonctionnelle liee a 

25 Tamorce. 

De fagon appropriee, on utilise des supports plastiques qui ont ete 
traites par traitement corona ou irradiation gamma pour induire 
Tapparition d'une multiplicite de groupes fonctionnels. Ce type de 
30 traitement est aise et evite Tutilisation de reactifs chimiques de 
fonctionalisation. 

Comme support thermo-resistant prefere on utilise en particulier 
du polycarbonate ou un copolym^re de styrfene-acrylonitrile 
35 fonctionalises entre autre par traitement corona ou irradiation gamma. 
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Des m6thodes de fixation covalente d'oligonucleotides sur des 
supports solides fonctionalises par l'interm6diaire d'un groupe 
fonctionnel terminal de I'oligonucleotide sont connues (R6f- 1 a 5). 
Toutefois, selon I'invention. les fragments homopolynucleotidiques 
5 peuvent se fixer sur ie support solide par les groupes fonciionnels 
naturels, notamment amine et hydroxyl des bases nucl6otidiques elles- 
mSmes, ou par un groupe fonctionnel terminal notamment phosphate. 

De m6me les fragments de type analogue de polynucleotides 
10 peuvent aussi se fixer sur le support solide par un groupe terminal ou Tun 
des groupes fonctionnels, notamment amine ou hydroxyle substitu6s sur 
les monomeres. 

Ce couplage entre les groupes fonctionnels du bras de liaison, 
15 notamment du fragment homopolynucleotidique ou analogue de 
polynucleotides, et les groupes fonctionnels du support peut se faire par 
couplage chimique en presence d'agents d'activation conventionnels. En 
particulier on realise un couplage chimique a un support polyfonctionnel 
en presence d'un agent d'activation de type carbodiimide, telle que I'EDC. 

20 

La presente invention a egalement pour objet un procede 
d'immobilisation sur phase solide d'une amorce utile dans la mise en 
oeuvre d'un precede d'amplification selon la presente invention, 
caract^rise en ce que Ton realise un couplage covalent entre ledit support 
25 fonctionalis^ et ladite molecule polyfonctionnelle li6e k I'extr^mit^ 5' de 
ladite amorce. 

Le support solide peut etre la surface int^rieure du recipient de 
reaction de PGR, ou un element solide que I'on introduit dans le recipient 
30 avant la reaction, tel que des billes. On cite en particulier comme support 
solide les surfaces int^rieures des puits de microplaques de microtitrage ou 
des tubes de dosages. 
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Le format pr6f6r6 est celui de la microplaque. En effet, sa large 
utilisation et tous les appareils existant d6j^ autour de ce format en 
permettent rapidement et aisement Tautomatisation. Deux types de 
" microplaque sont couramment utilises. Le premier est de type standard 
5 avec des cupules cylindriques a fond plat. Le second comporte non pas des 
cupules cylindriques comme precedemment, mais des puits en forme de 
petit tube tronqu6 ^ fond plat. Cette forme de tube permet de s'adapter 
facilement au cycleur thermique et permet une excellente conduction 
thermique. 

10 

La pr6sente invention a 6galement pour objet un procede 
d'immobilisation sur phase solide d'une amorce utile dans la mise en 
oeuvre d'un proc6de d'amplification selon la presenie invention, 
caract6ris6 en ce que Ton realise un couplage covalent entre ledit support 
15 fonctionalise et ladite molecule polyfonctionnelle liee a Texir^mite 5' de 
ladite amorce. 

L'amplification en pliase solide permet d'effectuer Tamplification 
et la detection sur le meme support. La detection du produit d'amplification 

20 allonge sur la surface solide peut se faire de diff6rentes fagons. Le double 
brin fix6 au support peut etre detecte soit par la mise en evidence d'un 
marqueur incorpore lors de la PGR, notamment par Tinterm^diaire d'une 
deuxieme amorce marquee, soit par Tutilisation d'un agent intercalant de 
type bromure d'ethidium, YOYO, TOTO, POPO (Molecular Probes Ref. 6 k 8). 

25 Apr6s denaturation, le simple brin sp^cifiquement fixe au support solide 
peut fitre egalement detect^ par une sonde marquee. 

La detection consiste par exemple en Thybridation d'une sonde 
oligonucleotidique biotinylee qui reconnait specifiquement le produit 
30 d'amplification allonge sur la plaque, Un conjugu6 Streptavidine-Alkaline 
Phosphatase reconnait I'entit^ biotine de la sonde hybridee et genere 
apres dephosphorylation d'un substrat, un produit colorim6trique ou 
fluorescent. 



35 
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10 

Le mode de fixation de Tamorce selon la pr6sente invention est 
determinant pour I'elongation. En effet, si celle-ci poss6de un bras de 
liaison selon I'invention, le rendement d'61ongation peut etre augment^ 
de 15 fois suivant le type de bras, alors que le taux de fixation demeure 
5 constant quelque soit le bras de liaison. 

La quantity d'amorce presente en solution dans la reaction 
d'amplification joue elle aussi un role important pour le rendement 
d'^longation. Afin d'avoir un rendement optimal d'elongation de Tamorce 

10 fixee, une PGR desequilibree est utilisee ( Ref. 9). Lors de la PGR, I'amorce 
fix6e au support solide (amorce A) est egalement pr6sente en solution mais 
en quantite inf6rieure, notamment 8 a 16 fois moins importante que 
I'autre amorce d'ampiification (amorce X), Uamplification s*effectue en 
deux 6tapes ; Tamplification est d'abord exponentielle jusqu'a ce que 

15 Tamorce A en solution soit epuisee, les amorces A fixees au suppon solide 
sont ensuite allongees, Tamplification devient alors arithmetique. La 
premiere etape permet d'avoir un nombre de copies important, et permet 
ainsi une Elongation sur le support solide plus efficace. La quantite 
d'amorce mis en solution est critique car elle determine a quel moment 

20 Tamplification arithm^tique commence. Une quantite de I'ordre de 5 a 10 
pmole pour Tamorce X et de 8 a 16 fois moins pour Tamorce A donne de 
bons rendements d'61ongation. 

Le procede d'ampiification selon la presente invention apporte une 
25 reelle amelioration par rapport aux techniques habituelles de diagnostic 
utilisant la PGR, que ce soit pour les maladies infectieuses ou genetiques. 
Par ailleurs, le procEdE selon Tinvention permettant d'attacher 
sp6cifiquement un seul brin a la phase solide, il peut etre aussi int^ressant 
pour le sequencage, sp6cialement lorsque de grosses quantites doivent 
30 etre s^quencEes et qu'une simplification des protocoles et une 
automatisation s'averent indispensables. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de Texemple detaille de realisation qui va suivre. 

35 
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11 

La figure 1 repr^sente les diff6rentes Stapes de la PGR en phase 

solide. 

X : amorce X en solution 

5 A : amorce A en solution 

X=«=====A : produit d'amplification 
vvvA : amorce A fix6e 

La figure 2 represente le rendement de fixation en pM de I'amorce 
10 en fonction de diff^rents bras de liaison. 

La figure 3 represente les taux d'elongation en unite de 
fluorescence en fonction de diff^rents bras de liaison. 

15 La figure 4 represente le rendement d'elongation en fMole 

d'antisonde hybrid^e. 

La figure 5 represente Tinfluence de la taille du bras de liaison sur 
le taux d'elongation. 

20 

La figure 6 represente Tinfluence de differentes fonctions 
chimiques du bras de liaison sur le taux d'elongation. 

Le proc6d6 selon I'invention a ete applique sur un modele HLA-DRB 
25 (Ref. 10 et 11). Des clones de M13 comportant un insert de 280 pb 
correspondant au produit d'amplification ont et6 utilises comme cible. Ce 
module HLA-DRB a permis de mettre en evidence les parametres 
importants intervenant dans T^longation et d'^tudier tout 
particulierement le probleme de specificity de cette technique. 



30 
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1 ) Exemples de diff^rents bras de liaison utilises. 



10 



15 



A, A-Ph 

A-5T, A-IOT A-20T A-30T 

A-5T-Ph, A-IOT-Pli 

A-5A, A-lOA 

A-5A-Ph, A-IOA-Ph 

A-5C, A- IOC 

A-5C-Ph, A-lOC-Ph 

A = amorce fix6e : CCCCACAGCACGTrrc(T,C)TG 
Ph = Groupement phosphate 5' terminal 

xT, xA, xC = queue en position 5' terminal de x base T, de x base A ou de x 
base C respectivement. 

On a aussi utilise (figure 6) les bras de liaison comprenant des 
fragments polym6res du type analogues de polynucleotides : 

A - NH2* 
20 A - 5T - 5 NH2* 

A - (TEG)3* 
A - (TEG) 3* Ph 

Le bras - NH2* correspond ici a un bras alkyl amine introduit via le 
25 synthon Unilink® Amino Modifier de Clontech de formule : 

E)mtr O - CH2 - CH2 - CH2 - (CH2)4 - NHFmoc 



30 



(iPr)2N 



- O CH2 CH2CN 



35 



Le bras - 5T - 5 NH2* correspond k la condensation successive de 5 
nucleotides T puis 5 synthons Unilink® dans une synthese du type 
phosphoramidite. 
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La condensation de synthons Unilink® conduit k un fragment 
analogue de polynucleotide avec des restes alkylamines greffees sur les 
monomeres. 

5 - (TEG) 3* correspond k la condensation du synthon de Glen Research (Ref : 
10 -1909 x) de formule : 

Dmtr O - (CH2)2 - O - (CH2)2 - O - (CH2)2 - O 

10 (iPr)2N - P - OCH2CH2CN 

- (TEG) 3* - Ph est obtenu par une phosphorylation en 5' terminale du 
conjugu6 A - (TEG)3* selon la synthese phosphoramidite. 

15 2) Support solide 

Deux types de support thermo-resistants polyfonctionalises fournis 
par la societe Nunc, ont ete utilises pour effectuer revaluation des 
diff^rents bras de liaison. Le type I est un polystyrene modifie thermo- 
20 resistant et le type II est un copolymere styrene-acrylonitrlL Us ont un 
formal de microplaque et sont mis a cycler dans un thermocycleur 
fournis par Nunc. 

Ces supports plastiques ont ex€ fonctionalises par un traitement 
25 Corona ou irradiation gamma, qui consiste de fagon classique a envoyer 
des d6charges 61eciriques dans une enceinte k atmosphere controlee et a 
pression fixe. Cette fonctionalisation permet de rendre le support 
plastique capable de fixer des amorces oligonucleotidiques. Ce traitement 
fait apparaitre, k la surface du plastique, des groupements fonctionnels de 
30 type amine, alcool, aldehyde, cetone, acide carboxylique, thiol-., qui 
r^agissent chimiquement avec I'ohgonucl^otide pour former une liaison 
stable. Les types de liaisons form^es, quoique tr^s thermor^sistanies, sont 
toutefois pour Tinstant mal connues. 



35 
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On realise le coupiage chimique en presence d'un agent activateur 
selon le protocole suivant. 

10 a 100 pmole d'oligonucleotides sont mis a fixer par puits en 
5 presence d'6thyl carbodiimide (EDC) 10 a 50mM final et de N-Methyl 
Imidazole 10 a 50mM final pH 7, dans un volume final de 100 Vl. Les plaques 
sont incub6es 5^15 heures a 50'C puis lavees 4 fois avec une solution 0,4 N 
NaOH ei 0,25 % tween 20 chaufTees a 50"C 

10 3) Elongation de Tamorce sur la phase solide 

L'elongation se fait dans un volume final de 50 \il par puits, L'ADN 
cible 15 a 100 ng est amplifie dans un melange comprenant du tampon IX 
PGR Buffer II (Perkin Hmer), 0,25 mM MgC12 (Sigma). 200 \iM de dATP, 

15 dCTP. dGTP, dTTP (Pharmacia), 80 ng d'amorce X (CCGCTGCACTGTGAAGCTCT) 
et lOng d'amorce A avec ou sans linker et 1,2 unite de Taq polymerase 
(Perkin Hmer). L'amorce X se trouve en solution uniquement alors que 
ramorce A est fix6e au support solide et en solution. L'amplification se fait 
sur un thermocycleur adapte au format microplaque en utilisant la 

20 mithode suivante : 

cycle 1 : 

5 min. a 94X 
cycle 2 k 30: 
25 30seca94"C 

30 sec. S5*C 
30 sec. k 72"C 
cycle 31 : 

5 min. k 72'C 
30 4*C 

La figure 1 represente les diff6rentes 6tapes de la PGR en phase 
solide, Apr6s amplification, les produits d 'amplification allonges sur la 
phase solide sont denatures. Les puits sont vides puis lav6s 3 fois avec de la 
35 soude 0,4M pendant 10 min. 
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4) Detection 

Deux types de detection ont et6 utilises. Une detection enzymatique 
semi-quantitative et une detection radioactive quantitative. 

La detection enzymatique se realise comme decrit dans la litterature 
(9), Dans cette meihode, apres denaturation IpM de sonde biotinylee 
compl6mentaire k une region du brin allonge sur le support solide est 
hybridee. 

L'hybride est revelee par un conjugue streptavidine - alkalyne 
phosphatase qui transforme un substrat en un produit colorimetrique 
fluorescent ou chimiluminescent. 



15 Pour la detection radioactive, une sonde marquee au P3 2 est 

hybridee sur le brin allonge au support solide et la radioactivite est 
comptee dans un compteur p. 



5) R6sultats 

20 

La capacite de fixation de Tamorce sur le support solide a 6t6 
quantifi^e par fixation d'amorces kinases radioactivement en 5* et a 
permis de montrer que le type I fixait de Tordre de 1 pM d'amorce par 
puits, tandis que le type II fixait 0,2 pM. 

25 

La figure 2 represenie la capacite de fixation de Tamorce aux deux 
supports microplaque en fonction des differents types de bras de liaison. 
Pour untype de support donn6, la capacity de fixation ne varie pas de 
facon significative en fonction des bras utilises. 

30 

Par contre, le rendement d*61ongation varie enorm^ment en 
fonction du bras de liaison employ^, Les resultats sont present6s aux 
figures 3 et 5 qui representent les taux d'elongation des supports en 
fonction des differents bras utilises. L'influence du bras attach^ a 
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I'amorce est determinante pour le rendement d'elongation qui peut etre 
augment^ de 15 fois suivant le type de linker utilise, le taux de fixation 
demeurant constant. 

5 Les fragments poly-A et poly-C sont plus efficaces que les poly-T. En 

effet, pour des bras de liaison de meme taille ils donnent, pour 
r^longation, des signaux plus forts. L'ajout d'un groupement phosphate 
am^liore toujours le rendement d'elongation et cette augmentation est 
plus sensible avec les bras de liaison poly-T qu'avec les bras de liaison 
10 poly-A ou poly-C. 

L'61ongation a ete quantifiee indirectement par hybridation de 
sondes radioactives complementaires a la partie allongee par PGR. Le taux 
d'hybridation a ete verifie en hybridani des sondes radioactives a des puits 
15 ay ant une quantite connue d 'amorces fixees. Le taux d'elongation varie 
suivant le type de bras de liaison utilise, entre 2fM et 38fM ou entre IfM et 
17 fM pour type I et type II, respectivement. Ces resultats sont present es a 
la figure 4, 

20 La presence de plusieurs groupes fonctionnels au sein du bras de 

liaison permet d'augmenter le taux d'elongation de Tamorce fixee au 
support solide. Ainsi comme le montre la Figure 6, on remarque une 
augmentation de 45 % Torsqu'on intercale IDT entre Tamorce et un 
groupement phosphate terminal. De meme, le fait de rajouter une fonction 

25 phosphate a un bras de liaison (TEG) 3* permet d'augmenter le signal de 
40 % et de 350 % par rapport k Tamorce seule sans bras de liaison. Le meme 
ph^nomene est constat^ lorsqu'un bras STSNHz* est utilise, le taux 
d'elongation est augment^ de 110 % par rapport a un bras NH2*. 
L'utilisation de plusieurs fonctions chimiques differentes permet done de 

30 favoriser I'elongation de Tamorce sur la phase solide en augmentant les 
types de liaisons terminales. 
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La quantity d'oligonucl6otides allongees est en fait trhs faible par 
rapport a la quantity fix6e sur le support. Malgr6 cette faible quantity, on 
parvieht k des rapports signal sur bruit de I'ordre de 30 avec la technique 
de detection enzymatique decrite ce qui est tout k fait suffisant pour une 
application diagnostique. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6cle d' amplification d'acides nucleiques en phase solide dans 
lequel on utilise une amorce immobilisee sur un support solide thermo- 

5 resistant fonctionnalise, caracterise en ce que ladite amorce est 
immobilisee sur le support solide par Tintermediaire d'un bras de liaison 
consistant en une molecule polyfonctionnelle eiablissant un lien covalent 
entre le support solide et un premier groupe fonctionnel de ladite 
molecule polyfonctionnelle, et entre Text remits 5' de ladite amorce et un 
10 deuxieme groupe fonctionnel de ladite molecule polyfonctionnelle. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite 
molecule polyfonctionnelle comprend un fragment polymere. 

15 3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que chaque 

unite monomerique dudit fragment polymere comporte au moins un 
groupe fonctionnel, 

4. Procede selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce 
20 que ledit fragment polymere comporte au moins 5 de preference au moins 

10 monomeres. 

5. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que lesdits groupes fonctionnels de la molecule, notamment du fragment 

25 polymere sont choisis parmi les groupes amine, hydroxyl, carboxyl, 
aldehyde, thiol ou phosphate. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caracterise en ce que lesdits 
groupes fonctionnels sont choisis parmi les groupes amine, hydrox-yl ou 

30 phosphate. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que ladite molecule polyfonctionnelle comprend un fragment polymere de 
type homopolynucleotide ou un fragment d'un analogue de 

35 polynucleotide. 
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8, Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que le 
fragment polymere est un homopolynucleotide comport ant entre 10 et 50 
nucleotides. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 8, caracteris6 en ce 
que ladite molecule polyfonctionnelle comprend un fragment polymere 
analogue de polynucleotide de formule : 



10 (1) 




oil R est un reste aliphatique portant au moins un groupe fonctionnel et n 
15 est un entier de 2 a 50. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit 
fragment polymere analogue de polynucleotide comporte plusieurs 
groupes amine ou hydroxyl greffes sur chaque monomere. 

20 

11. Procede selon Tune des revendications 2 a 10, caracterise en ce 
que le fragment polymere comporte un groupe phosphate terminal a son 
extremity qui n'est pas liee a Tamorce, 

25 12. Procede selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce 

que le support solide est constitue d'un polymere organique ou 
inorganique. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le 
30 support solide est un materiau plastique thermo-resistant fonctionnalise 

par traitement corona ou irradiation gamma. 

14. Procede selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que le support solide est constitue par du polystyrene modifie thermo- 

35 resistant tel qu'un copolymere styrene-acrylonitrile ou du polycarbonate. 
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IS* Proc^d6 selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que Tamorce fix6e au support solide est 6galement presente en solution, 
mais en quantite moins important que Tautre amorce en solution lors de la 
reaction d'amplification. 

5 ^ 

16, Procede selon la revendication 15, caract6ris6 en ce que 
Tamorce fixee au support solide est ^galement presente en solution en 
quantite 8 a 16 fois inferieure a telle de Tautre amorce en solution. 

10 17. Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce 

que le support solide est constitue par la surface interieure du recipient 
dans lequel on effectue Tamplification, 

18. Trousse de reactifs pour la mise en oeuvre d'un procede 
15 d'amplification selon Tune des revendications 1 a 17, caracteris6e en ce 
qu'elle comporte ledit support solide sur lequel est immobilis6e une 
amorce par Tinterm^diaire d*un lien covalent avec unedite molecule 
polyfonctionnelle notamment undit fragment polymere, 

20 19. Procede d'immobilisaiion sur phase solide d'une amorce utile 

dans la mise en oeuvre d'im proc6de d'amplification selon Tune des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce que Von realise un couplage 
covalent entre ledit support fonctionalise et ladite molecule 
polyfonctionnelle liee a Textremite 5* de ladite amorce 



wo 96/13609 



PCT/FR95/01422 



\J/Vo 

VAA/ 

VA\> 



V/VV 




X X 




QJ 
* <U 
X 



01 

u 



1/6 



-VAA 



c 
o 

31 X3 



X X: 



-V/w 



VAA/ 

VAA^ 



^ c: 
ro o 

O. X 




-VAA 




"o 

OI 

1/1 
ro 

Gl 

c 

JO 
QJ 



or Oi 
<u E 
c 



8{ 



Oi 

X 



u ^ 
I— fO 

0 C_ 

01 o 

S ^ 

.9 ^ 

fO m 
cr — 

LU O. 



wo 96/13609 



PCT/FR95/01422 



2/6 




I 1 1 1 1 1 1 

^ rsi CO >o 'sJ' O 



wo 96/13609 



PCT/FR95/01422 



3/6 



I 



r 



E 



I r-»- 

O 
O 
C5 



H 1- 




-+■ 



A-10CPH 

A-10C 

A-5CPH 

A-5C 

A-10APH 

A-10A 

A-5APH 

A-5A 

A-10TPH 

A-10T 

A-5TPH 

A-5T 

A-PH 

A 



o c:> o o o o 

<3 o o o o 

LO O LH o un 

r>j <^ ^ ^ 



- 1=1 

QJ Oi 



o □ 



wo 96/13609 



4/6 



PCT/FR95/01422 




wo 96/13609 



PCT/FR95/01422 




wo 96/13609 



PCT/FR95/01422 



6/6 




I 1 1 1 1 1 1 1 1 ^ 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intetninor XppUcMon No 

PCT/Fk 95/61422 



A. CLASSIFICATION OK SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12Q1/68 



Acconhng to IntemaaoniJ Palcnt QasnftODon (IPO or to both n*oonil clxcnficiDon and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Muttimim documoiution scarchctt (dasnlicaoon synem loll owed by class fi canon symbols) 



IPC 6 C12Q 



Documcntaoon searched other than minimum documcnuoon to the extent that such documents arc mcluded in the fields searched 



Electronic data base consulted during the tntcmauonai search (name oi data base and, where pracQcal. search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Otaaon of document, with mdi cation, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



wo, A, 93 15228 (HITACHI CHEMICAL CO.) 5 
August 1993 

see figures 2,3; example 1 

WO, A, 93 09250 (ADELAIDE CHILDREN'S 
HOSPITAL) 13 May 1993 
see the whole document 

WO, A, 93 13220 (TEPNEL MEDICAL LTD) 8 July 
1993 

see claims 1-9,13-16,20-25; figures 3-9 

WO. A, 93 04199 (SCIENTIFIC GENERICS LTD.) 4 
March 1993 

see the whole document 



1-19 



1-19 



1-19 



1-19 



Further documcnu are hstcd in the connnuaoon ol box C. 



Patent tamily members arc listed in annex. 



* Spcaal categories of aud documents : 

'A' document definrng the general nau of the art which is not 
ooiiBdered to be ol paractilar relevance 

'E* earlier doctimcnt btit puhhshcd on or alter the intcmaoonal 
filing date 

'L* doc u mem which may throw doubts on pnontv daiin(s) or 
which IS Qted to establish the publication date ol another 
aubon or other speaal reason (as specified) 

*0* doctDncm referring to an oral disdosure, use, exhibmon or 
other means 

'P* document pubhshed pnor to the intemauonal filtng date but 
later than the pnoniy dau dainved 



"T* later document published alur the tnumaoonal filing date 
or pnoncy dau and not in conllict with the application but 
a ted to tmdentand the pnnciplc or theory underlymg the 
invenoon 

*X' document of particular relevance; the daimcd invenoon 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an invcnbve step when the document is taken alone 

'Y* document ol pamcular relevancr, the daimcd invenoon 
cannot be considered to involve an invenove step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such comtsnaoon being obvious to a person dulled 
m the art. 

document member of the same patent family 



Dau of the actual compleoon ol the intemaoonal search 



15 February 1996 



Uau ot mailmg of the intcmaoonal search report 



06. 03.96 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5SI8 Pauntlaan 2 
NL • 2280 HV Ripwitk 
Td- ( * 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (* 31-70) 340-3016 



Authonzed oiiicer 



Osborne, H 



Form PCT./1SA/2I0 thMi) lJuty 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inicmaoor * ppbcAQon No 

PCT/Fk 95/01422 



C^ConomUQon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Ciution ol document with indicaQon. where appropnatc, ot the rctevani passages 



Relevant to cJaim No. 



wo, A, 93 03052 (ARIZONA BOARD OF REGENTS 
FOR AND ON THE BEHALF OF THE UNIV. OF 
ARIZONA) 18 February 1993 
see page 7, line 15 

WO. A, 91 00868 (NAT. RES. DEV. CORP.) 24 

January 1991 

see the whole document 

WO. A, 90 01546 (MICROPROBE CORP.) 22 
February 1990 

see page 35, line 23 - line 25 

EP.A.O 480 408 (TOYO JOZO CO LTD.) 15 
April 1992 
see example 9 



1-19 



1-19 



Form PCT-tSA;3IO fooaunuauofi of mcdm thMt) (July 1992) 



Daae 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

tn(o — anon oo pMcm faintly mcmbcn 



iiMmuttior ■ ppdicaoon No 

PCT/Fk 95/Q1422 



Patent documeni 
cited in search repori 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO-A-9315228 



05-08-93 



CA-A- 
EP-A- 



2128891 
0675965 



05-08-93 
11-10-95 



WO-A-9309250 13-05-93 BR-A- 9206705 21-11-95 

CA-A- 2122450 13-05-93 
EP-A- 0672173 20-09-95 



WO-A-9313220 



08-07-93 



AU-B- 


3169493 


28-07-93 


CA-A- 


2126748 


25-06-93 


EP-A- 


0620863 


26-10-94 


Fl-A- 


943054 


22-08-94 


JP-T- 


7502405 


16-03-95 


NO-A- 


942399 


12-08-94 


ZA-A- 


9210008 


03-08-93 



WO-A-9304199 


04-03-93 


NONE 






WO-A-9303052 


18-02-93 


US-A- 
EP-A- 


5437976 
0668867 


01-08-95 
30-08-95 


WO-A-9 100868 


24-01-91 


GB-A- 


2233654 


16-01-91 


WO-A-9001546 


22-02-90 


NONE 






EP-A-480408 


15-04-92 


JP-A- 
DE-D- 


4148697 
69112977 


21-05-92 
19-10-95 



Femt PCT/I5 A/310 tpauni family aniMa) 4 July If93) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



DcnuRde -nuaotulc No 

PCT/Fk 95/01422 



A. CLASSEMENT DE L OBJET DE LA DEMANDE 



CIB 6 C12Q1/68 



Scion U ctaJHBficaoon mienaooMlc dcs hrcven (CIB> ou i U fots idon U clasaftcabcm naoonalc «i ta CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Doc u mc n uoon mimmAlc consultee (sysiemc dc cUsaiicmtton suivi des symboles dc ciuscmcnt) 

CIB 6 C12Q 



Documcnuoon conxultcc jtuirc que la documenunon mimmatc dans la mesurc ou ces documcnu trlevem des domaines sur Icsquels a pom ia recherche 



Base dc donnces elecirontque consulue au cours de la recherche intemaoonale inom de la base dc donnecs, ei s cela esi realisable, unncs de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Caiegonc ' 



Idcnnricaoon des documents cties. avec te cas cchcanu t'lndicaoon des passages peranenu 



no. des re vcndi cations i 



wo, A, 93 15228 (HITACHI CHEMICAL CO.) 5 
Aout 1993 

voir figures 2,3; exemple 1 

WO,A,93 09250 (ADELAIDE CHILDREN'S 
HOSPITAL) 13 Mai 1993 
voir le document en entier 

WO.A,93 13220 (TEPNEL MEDICAL LTD) 8 
Juillet 1993 

voir revendi cations 1-9,13-16,20-25; 
figures 3-9 

WO, A, 93 04199 (SCIENTIFIC GENERICS LTD.) 4 
Mars 1993 

voir le document en entier 

-/" 



1-19 



1-19 



1-19 



1-19 



j X| ** ^ ^ Po*' >* f"> ^ >• <>ocuina)B 



Lcs documenu de families dc breveu sont indiques en annexe 



* Categoncs spcaalcs de documents cit«s: 

'A* documcni d^iinissant t'cut general de la technique, non 
consdere comme parocuiieremeni pcroncm 

"E* dociancm antcncur, mau pubite a la date de dcp6i mumanonal 
ou aprcs ceae dau 

'L' document pouvant fcvtr un douic sur une revcndicabon de 
pnonu ou ate pour determmer la dale cte puUicaoon d une 
autre oUtton ou pour une raison spcciaic (idle qu indiquee) 

*0* document sc rtlcrant a une divulgabon oralc, a un usage, a 
une cxpoaoon ou tous ainrcs moycns 

*P' documcM pubti* avam la date de depdt iniemattonaU mais 
ponencuremcnl a ta dau dc pnonte revcndiquec 



'T' document ullcneur public apres la dau de dcp6i intemabonal ou la 
dale de pnonte et n appanenenant pas a I'cui de la 
technique pertinenL mats ate pour comprcndrc le pnnape 
ou la thcone consbtuant la base de rmvcnoon 

'X* document parbculicremem pcnmcnt I tnvcnbon revendtquee ne peut 
txix consideree comme nouvelle ou comme unpUquani une acttviu 
invenbvc par rapport au document considere isolemeni 

'Y* document parbcuhercmeni penmcnc I'lnvmaon revendtquee 
ne peut ixn coruaderce comme unpliquant une acbvite invcnovc 
lorsquc le document est assoae a un ou pluneurs autrcs 
documents de mtme nature, cene comivnatson etant cvidenu 
pour une personne du mebcr 

'Sl' document qui fait panie de la meme famille dc brevets 



Dau a laqueUe la r ech er ch e intemanonalc a etc cf fecovemeni achcvee 



15 Fevrier 1996 



Uau d cxpcoioon du present rapport de recherche inumaoanale 



06. 03. 9S 



Nom ct adrcse posiale de 1 adminiso-aoon chargee de la recherche imemaoonaJe 
Office Eixropecn des brevets, P.B. SBI8 Patcntlaan 2 
NL . 2280 HV Ripwi)k 
Td. i T 3170) J40.2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fvc(t 3l-70>34a3OI6 



honctioruiairc autonse 



Osborne* H 



FomulMn PCT/lSAr'310 («mMm UutiH) liiiillM 1973) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcmande rmaootule No 

PCT/hK 95/01422 



C4suitc) DOCUME>rrS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Caicfonc 



IdenQhcaoon dcs documenu atcs, avcc, Ic cas ccheanu I'lndtcaaon des pusaies peninenu 



no. ocs rcvcndications visccs 



wo. A, 93 03052 (ARIZONA BOARD OF REGENTS 
FOR AND ON THE BEHALF OF THE UNIV. OF 
ARIZONA) 18 Fevrier 1993 
voir page 7, ligne 15 

WO, A, 91 00868 (NAT. RES. DEV. CORP.) 24 
Janvier 1991 

voir le document en entier 

WO, A, 90 01546 (MICROPROBE CORP.) 22 
Fevrier 1990 

voir page 35, ligne 23 - ligne 25 

EP,A,0 480 408 (TOYO JOZO CO LTD.) 15 
Avril 1992 
voir exemple 9 



1-19 



1-19 



FenvMtUir* PCTaSA.aiO itwtm *m f «mihmrm teuiUt) Owlkl lf93} 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rci«ap«cmcna reUort aux mci. .cs de fanuJIcs dc tarevrts 



Ucmitfulc maDonalc No 

PCT/Fk 95/G1422 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Due dc 
putalieauon 


Membrel s) de la 
ramUle de brevets) 


Dau dc 
publication 


W0-A-9315Z28 


05-G8-93 


CA-A- 


2128891 


05-08-93 






EP-A- 


0675965 


11-10-95 


W0-A-93Q925Q 


13-05-93 


BR-A- 


9206705 


21-11-95 






CA-A- 


2122450 


13-05-93 






EP-A- 


0672173 


20-09-95 


WO-A-9313220 


08-G7-93 


AU-B- 


3169493 


28-07-93 






CA-A- 


2126748 


25-06-93 






EP-A- 


0620863 


26-10-94 






FI-A- 


943054 


22-08-94 






JP-T- 


7502405 


16-03-95 






NO-A- 


942399 


12-08-94 






ZA-A- 


9210008 


03-08-93 


WO-A-9304199 


04-03-93 


AUCUN 






WO-A-9303052 


18-02-93 


US-A- 


5437976 


01-08-95 






EP-A- 


0668867 


30-08-95 


WO-A-9100868 


24-01-91 


GB-A- 


2233654 


16-01-91 


WO-A-9001546 


22-02-90 


AUCUN 






EP-A-480408 


15-04-92 


JP-A- 
DE-D- 


4148697 
69112977 


21-05-92 
19-10-95 



FormuUirt PCT./ISA^'3I0 itnMM temtliM «t (tr«vftU» (iwdlat 1992) 



